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Beschreibunq 



Vorrichtung zum Au fbrinaen von flussiaen Medien 
und Verfahren dazu 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum Aufbringen von flussigen 
10 Medien, insbesondere von Kultur- und/oder Reaktionsmedien sowie ein 
Verfahren zur Erzeugung geeigneter Reaktions- und/oder Kultivierungs- 
bedingungen. 

In der modernen Medizintechnik bzw. Biotechnologie und verwandten 
15 Bereichen besteht ein groGer Bedarf an Vorrichtungen, mit deren Hilfe 
schnell, effizient und nach Moglichkeit mit einem geringen praparativen 
Aufwand Substanzen bzw. Substanzkombinationen auf z. B. ihre frucht- 
schadigende Eigenschaften, Toxizitat (Toxizitatsprofil), Wirksamkeit, 
wirksame Konzentration etc., hin untersucht werden konnen. So wird 
20 z. B. bei einer Chemotherapie haufig vorher abgeklart, ob die Chemosta- 
tika die Tumore abtoten konnen. Dies wird meistens in der Zellkultur ge- 
testet. Dabei werden Tumorzellen vom Patienten entnommen und kulti- 
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viert. Nachdem man eine ausreichende Dichte an Tumorzellen herange- 
ziichtet hat, werden diese dann verschiedenen Chemostatika ausge- 
setzt. Diejenigen Chemostatika, die in der Zellkultur die besten Ergeb- 
nisse erzielen, d. h. die in der geringsten Konzentration die meisten 
Krebszellen abgetotet haben, werden dann bei der anschlieBenden 
Chemotherapie eingesetzt. Es stellt sich aber haufig heraus, daB die in 
vitro erzielten Ergebnisse in vivo nicht reproduzierbar sind. Das liegt un- 
ter anderem daran, daB die Bedingungen, die in einem Organismus 
herrschen, kaum in der Zellkultur imitiert werden konnen. 




Schwierigkeiten macht auch die Untersuchung von Substanzen auf ihre 
fruchtschadigenden Eigenschaften. Ein Standardverfahren zur Durch- 
fiihrung solcher Untersuchungen ist die Inkubation von ' sogenannten 
embryoiden Korperchen. Embryoide Korperchen entstehen aus embryo- 
15 nalen Stammzellen durch Zell-Aggregation und nachfolgende Zell- 
Differenzierung. Dabei ist es bis heute nicht gelungen, embryoide Kor- 
perchen in einer Form zur Aufzucht zu bringen, bei der sie a) zuverlassig 
(homogen und automatisierbar) angesat, b) in Volumina von z.B. 40 pi 
und groBer sicher gehandhabt (Robotik) und c) hoch-parallelisiert (au- 
20 tomatisiert) analysiert werden k6nnen. Somit stehen bisher nur einzeln 
herangezuchtete embryoide Korperchen fur dieses Standardverfahren 
zur Verfiigung. Die Probleme bei der Kultivierung von embryoiden Kor- 
perchen liegen unter anderem darin, daB embryonale Stammzellen nur 
unter bestimmten Bedingungen zu embryoiden Korperchen aggregieren. 
25 So spielt z. B. die Konzentration an embryo-nalen Stammzellen sowie 
die Versorgung mit geeigneten Nahrstoffen eine entscheidende Rolle. 
AuBerdem darf den Zellen keine Moglichkeit gegeben werden, sich an 
eine Oberflache anzuheften. Da nur mit hohem finanziellen und prapara- 
tiven Aufwand einzeln kultivierte embryoide Korperchen fur die Untersu- 
30 chung auf fruchtschadigende Eigenschaften bereitgestellt werden kon- 
nen, und da die Kultivierungs- bzw. die Reaktionsbedingungen bei je- 
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dem Test stark variieren, sind die erhaltenen Ergebnisse untereinander 
hicht verlaBlich vergleichbar. 

Eine Reihe von Firmen hat daher Vorrichtungen bereitgestellt, die eine 
L6sung fur diese Probleme versprechen. So hat z. B. die Firma MWG 
AG einen sogenannten Affimetrix Arrayer auf den Markt gebracht, der 
fur die automatisierte Herstellung von DNA-Arrays genutzt werden soli. 
Dieser Affimetrix Arrayer macht sich die sogenannte Pin-and-Ring™- 
Technologie zunutze. Bei dieser Technologie wird ein sogenannter Pin 
(Metalldorn) durch eine Flussigkeitsmembran durchgefuhrt, die von ei- 
nem Ring gehalten wird. Dies ahnelt dem ,',Pustering" fQr die Erzeugung 
von Seifenblasen. Sobald der Pin durch die Flussigkeitsmembran ge- 
stoRen wird, kann dann eine bestimmte Flussigkeitsmenge mit diesem 
Pin auf das Array geladen werden. Dieses System kann aber nur zur 
Ubertragung von geringen FIQssigkeitsmengen genutzt werden. 

Eine andere Firma, die Berkeley Lab Inc., stellt sogenannte Mikrokristal- 
lisationsroboter her. Diese Vorrichtungen kommen insbesondere dann 
zum Einsatz, wenn die dreidimensionale Struktur von Proteinen mit Hilfe 
der Kristallographietechnik untersucht werden soli. Urn die Funktion ei- 
nes Proteins zu verstehen, muG dessen Tertiarstruktur aufgeklart wer- 
den. Dazu bedient man sich haufig der Kristallstrukturanalyse. Bei der 
Kristallstrukturanalyse wird die raumliche Anordnung der Atome in kri- 
stallinen Festkorpern mit Hilfe von RQntgen-, Elektronen- oder Neutro- 
nenstrahlen, deren Wellenlangen etwa den Atomabstanden in Kristallgit- 
tern entsprechen, ermittelt. Bei der Ermittlung der Tertiarstruktur von 
Proteinen wird diese Technik als „protein-x-ray-cristallography" bezeich- 
net. Bei der Erzeugung der Kristalle kommt es aber haufig aufgrund un- 
terschiedlicher Umgebungsbedingungen zu keinem gleichmaBigen Auf- 
bau, was als Kristallbaufehler bezeichnet wird und zu falschen Ergeb- 
nissen bei der Kristallstrukturanalyse fuhren kann. 
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Eine weitere Moglichkeit eine Vielzahl von Untersuchungen gleichzeitig 
durchzufiihren, stellen die Mikrotiterplatten dar. Bei den Mikrotiterplatten 
werden sowohl die (flussigen) Medien als auch die zu untersuchenden 
Substanzen direkt auf sogenannte Kavitaten eingefullt, die letztendlich 
5 Reaktionskammern entsprechen, mit einem Boden und seitlichen Be- 
grenzungen. In diesen Kammern findet dann die eigentliche Reakti- 
on/Kultivierung statt. 



Weitere Vorrichtungen zum Aufbringen von Medien sind auf dem Markt 
0 Oder werden in den Forschungsabteilungen bzw. an den Universitaten 
getestet. Alle weisen aber diverse Nachteile auf. So ist bei dem schon 
beschriebenen Verfahren zur Untersuchung von Substanzen auf ihre 
fruchtschadigenden Eigenschaften ein Problem, daB die embryonalen 
Stammzellen nicht kontrolliert reproduzierbar zu homogenen embryo- 
iden Korperchen aggregieren. Beim Ausplattieren auf z. B. einer Mikroti- 
terplatte wachsen die Stammzellen auf der gesamten Bodenflache der 
Mikrotiterplatte an, wodurch eine Aggregation zu embryoiden Korper- 
chen unterbleibt. Auch die schon beschriebenen Vorrichtungen sind 
nicht geeignet, geeignetere Kultivierungs-/Reaktionsbedingungen bereit- 
zustellen. Es wird daher im kleinen MaBstab versucht, durch Auftragen 
der Flussigkeit (bei Stammzellen das Kultivierungsmedium) auf z. B. ei- 
nem Objekttrager, welcher im AnschluB gedreht wird, einen sogenann- 
ten „hangenden Tropfen" herzustellen. 



Solche ..hangende Tropfen" haben einige Vorteile. So werden zum einen 
die untersuchten Substanzen vollstandig von der Flussigkeit umspult, 
was eine ausreichende Versorgung mit den benotigten Faktoren, wie 
z. B. lonen, Salzen, Differenzierungsfaktoren, Toxinen etc. erlaubt. Zum 
anderen erlauben „hangende Tropfen" die Aggregation von embryonalen 
Stammzellen zu embryoiden Korperchen, da die Zellen im Tropfen nach 
unten sinken, dort aber keinen Kontakt zu einer festen Oberflache fin- 
den. Mangels anderer Anhaftungsstellen aggregieren die embryonalen 
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Stammzellen und bilden embryoide Korperchen. Die Oberflachenspan- 
nung der Tropfen verhindert das Austreten von embryonalen Stammzel- 
len und embryoiden Korperchen aus den Tropfen. Die Obertragung die- 
ses Prinzips auf groBere MaBstabe zur Erzeugung geeigneter Kultivie- 
rungs-/Reaktionsbedingungen fur standardisierte Untersuchung(en), wie 
sie z. B. bei der Evaluierung von Pharmazeutika benotigt werden, schei- 
terte aber bislang daran, daB fur Probleme beziiglich der parallelisierten 
Handhabung solcher „hangender Tropfen" keine Losungen gefunden 
wurden. So besteht beim Aufbringen mehrerer Tropfen auf eine Oberfla- 
che immer die Gefahr, daB Tropfen ineinanderlaufen. Weiterhin konnen 
nur vergleichsweise geringe Volumina aufgebracht werden, da bei Uber- 
schreiten eines kritischen Volumens Tropfen bei Bewegung des Tragers 
unkontrollierbar werden. Schon bei einem Tropfenvolumen von 20 ul 
konnen sich Tropfen auf hydrophoben Untergrunden bei der Handha- 
bung deutlich bewegen. Um die Herstellung von homogenen hangenden 
Tropfen zu automatisieren, ist eine einfache und reproduzierbare Mog- 
lichkeit ein sogenanntes Toploading. Dabei wird ein bestimmtes Flussig- 
keitsvolumen auf eine Unterlage von oben aufgebracht. Wird die Unter- 
lage umgedreht, hangt der Tropfen nach unten. Beim Umdrehen konnen 
die Tropfen - abhangig von ihrer GroBe - ihren Aufbringungsort verlas- 
sen. Es gilt aber die Regel, daB je groBer der Tropfen ist, desto unkon- 
trollierbarer ist er in der Handhabung. Andererseits erlauben grdBere 
Tropfen eine verlangerte Kultivierdauer ohne Mediumwechsel (das fuhrt 
z.B. zu langer andauernden Differenzierungsprozessen), eine groBere 
aufbringbare Zellmenge usw.. AuBerdem wirken sich Verdunstungspro- 
zesse bei groBeren Tropfen nicht so stark aus wie bei kleineren, da das 
OberflacheA/olumen-Verhaltnis deutlich gunstiger ist, als bei kleineren 
Tropfen. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der ablaufenden Vorgan- 
ge im Tropfen deutlich erhoht. 

Daraus ergibt sich, daB die Tropfen als eigentliche ReaktionsgefaBe 
• moglichst groB sein sollten, 
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• reproduzierbar aufbringbar sein sollten, 

• hochparallelisiert/automatisiert erzeugt und eingesetzt werden 
sollten. 

ErwQnscht ist daher eine Vorrichtung sowie ein Verfahren, mit deren Hil- 
fe flQssige Medien aufgebracht werden konnen. Im Sinne der obigen 
Ausfuhrungen sollen zum einen die aufbringbaren Volumina der Medien 
groB genug sein, urn auch langerandauernde komplexe (bio)chemische 
und/oder biologische Reaktionen ablaufen zu lassen. Zum anderen sol- 
len die Ergebnisse reproduzierbar sein. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, eine Vorrichtung sowie ein Verfah- 
ren bereitzustellen, was universell zur Erzeugung solch geeigneter Be- 
dingungen genutzt werden kann und die beschriebenen Nachteile des 
Standes der Technik uberwinden hilft. Femer ist es Ziel dieser Erfin- 
dung, eine Vorrichtung sowie ein Verfahren bereitzustellen, die mit ver- 
gleichsweise geringem praparativen Aufwand die Erzeugung einer Viel- 
zahl von (gleichen) Kultivierungs-/Reaktionsbedingungen ermdglichen. 

Diese Aufgabe wird gelSst durch die Vorrichtung bzw. das Verfahren mit 
den Merkmalen der unabhangigen Anspruche 1 und 20. Bevorzugte 
Ausfuhrungsformen sind in den abhangigen Anspriichen 2 bis 19 bzw. 
21 bis 24 dargelegt. Der Wortlaut samtlicher Anspruche wird hiermit 
durch Bezugnahme zum Inhalt dieser Beschreibung gemacht. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB durch Anbringung von 
scharfkantigen Begrenzungen eine Stabilisierung von flussigen Medien 
erfolgt, so daB auch bei groBeren Volumina durch Drehen „hangende 
Tropfen" entstehen und die Tropfen nicht von der Oberflache abreiBen. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine Vorrichtung zum Aufbringen 
von flussigen Medien, insbesondere von Kultur- und/oder Reaktionsme- 
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dien, wobei die Vorrichtung mindestens eine aus einem hydrophoben 
Tragermaterial bestehende, im wesentlichen planare Erhebung aufweist, 
und diese planare Erhebung mindestens eine, insbesondere zwei paral- 
lel zueinander angeordnete scharfkantige Begrenzungen, insbesondere 
5 Kanten, hat. Unter planarer Erhebung soil dabei jede Erhebung mit im 
wesentlichen ebener oberer Begrenzungsflache verstanden werden. 
Vorzugsweise ist die Erhebung dabei wurfel- oder quaderfdrmig. Auch 
pyramidenstumpffSrmige oder ahnliche Erhebungen sind moglich. Die 
Erhebung kann an ihrer oberen Begrenzungsflache auch eine leicht 
0 konvexe oder konkave Ausgestaltung haben. Wesentlich ist, daB die auf 
^ die aus einem hydrophoben Tragermaterial bestehende Erhebung auf- 
W gebrachten flussigen Medien durch die scharfkantige Begren- 
zung(en)/Abgrenzung(en) der oberen Begrenzungsflache als Tropfen 
fixiert werden. Weiterhin ist es auch erfindungsgemaB vorgesehen, das 
5 entsprechende Wirkprinzip umzudrehen. Dabei kann ein hydrophiles 
Tragermaterial genutzt werden, auf dem dann ein hydrophobes flussiges 
Medium aufgebracht wird. Dabei erfolgt die Fixierung erneut uber die 
scharfkantigen Begrenzung(en)/Abgrenzung(en) der oberen Begren- 
zungsflache. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform betragt die Abmessung ei- 
ner planaren Erhebung in Langsrichtung zwischen 4 und 7 mm, vor- 
zugsweise ca. 5 mm. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
betragt die Abmessung einer planaren Erhebung in Querrichtung zwi- 
schen 5 und 9 mm, vorzugsweise ca. 7 mm. Auch andere Abmessungen 
der Erhebung werden erfindungsgemaB beansprucht, sofern die Erhe- 
bung mindestens eine scharfkantige Begrenzung zur Stabilisierung des 
flussigen Mediums aufweist. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form ist die planare Erhebung zwischen 1 und 5 mm, vorzugsweise ca. 2 
mm hoch. Die Hohe der Erhebung richtet sich dabei insbesondere nach 
dem verwendeten hydrophoben Tragermaterial sowie dem zweckdienli- 
chen Verfahren zur Produktion geeigneter Vorrichtungen. So richtet sich 
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die Hohe einer Erhebung z. B. bei Frasung nach der Frastiefe sowie der 
Linienbreite, die je nach Ausgestaltung der Vorrichtung variieren kann. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung weist die 
5 Vorrichtung mindestens zwei, vorzugsweise eine Vielzahl von planaren 
Erhebungen auf. Dabei kann die Anzahl der planaren Erhebungen in 
Langsrichtung mindestens 18 und in Querrichtung mindestens 9 betra- 
gen. Die Anzahl der Erhebungen ist abhangig von den Gesamtabmes- 
sungen der Vorrichtung, dem Verwendungszweck (z. B. Zellkultur) etc.. 
10 Sofern die Vorrichtung mehrere planare Erhebungen aufweist, sind die- 

»se in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform voneinander zwi- 
schen 1 und 4 mm, vorzugsweise ca. 2 mm, insbesondere 0,5 bis 1,5 
mm, entfernt. 



15 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die scharfkantige Begrenzung 
recht- bis spitzwinklig. Unter spitzwinklig wird erfindungsgemaB ein Win- 
kel < 90° verstanden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform besteht die Vorrich- 
20 tung mindestens teilweise, vorzugsweise vollstandig, aus mindestens 

einem transparenten Tragermaterial. Als Tragermaterial selbst kommen 

z. B. Polystyrol und/oder Plexiglas in Frage, die in einer weiteren bevor- 
\m zugten Ausfuhrungsform beansprucht werden. Aber auch alle anderen 

hydrophoben Tragermaterialien konnen fur die erfindungsgemaBe Vor- 
25 richtung benutzt werden. Die Verwendung eines transparenten Trager- 

materials hat den Vorteil, daB die Auswertung mit Hilfe geeigneter opti- 

scher Verfahren, z. B. Mikroskopie, Fluoreszenzmessung etc. direkt auf 

der Vorrichtung selbst erfolgen kann. 

30 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Vorrichtung zwi- 
schen 10 und 30 mm, vorzugsweise unter 23 mm, hoch. In Langsrich- 
tung konnen die Abmessungen der Vorrichtung zwischen 100 und 150 
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mm, vorzugsweise ca. 130 mm, und in Querrichtung zwischen 80 und 
100 mm, vorzugsweise ca. 90 mm, betragen, was in einer weiteren be- 
vorzugten Ausfiihrungsform beansprucht wird. Die Abmessungen der 
Vorrichtung richten sich dabei nach dem erwQnschten Einsatzort. So 
5 wird z. B. die Vorrichtung bei Einsatz in einem Zeilinkubator den Abmes- 
sungen im lnnenraum entsprechend angepaBt werden. Soli die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung in z. B. ein RundgefaB eingefaBt werden, so 
entspricht der Durchmesser des RundgefaBes den maximalen Langs- 
bzw. Querabmessungen der Vorrichtung. 

10 

• Die Vorrichtung hat in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform 
mindestens eine, vorzugsweise zwei Haltemoglichkeiten, so daB ein 
problemloser Transport der Vorrichtung ermoglicht wird. Die Vorrichtung 
hat in einer weiteren Ausfiihrungsform mindestens eine, vorzugsweise 
15 mehrere Standflachen, insbesondere StandfuBe. Wird z. B. die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung freistehend benutzt, dann kann die Vorrich- 
tung vier StandfuBe aufweisen, urn einen festen Stand zu haben. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform sind mindestens zwei 
20 Vorrichtungen aufeinander stapelbar. Dabei konnen mindestens zwei 
Vorrichtungen miteinander losbar befestigbar sein. So ist es z. B. erfin- 

• dungsgemaB moglich, mehrere Vorrichtungen durch Rast-, Steck- oder 
Klemmverschlusse miteinander zu verbinden. Diese dann miteinander 
verbundenen und aufeinander gestapelten Vorrichtungen k6nnen dann 
25 anschlieBend gemeinsam transportiert und/oder inkubiert - z. B. in der 
Zellkultur — werden. Alternativ konnen Einschubvorrichtungen fur ein bis 
mehrere Tropfentragerplatten fur Transport und Inkubation benutzt wer- 
den. 

30 In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist zwischen 10 und 80 
pi, vorzugsweise 40 bis 80 pi, flussiges Medium je Erhebung aufbring- 
bar. Die Vorrichtung kann nach Aufbringen der fliissigen Medien um 
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mindestens 90°, vorzugsweise ca. 180°, gedreht werden, was in einer 
weiteren Ausfuhrungsform beansprucht wird. Durch Drehen der Vorrich- 
tung werden dann sogenannte „hangende Tropfen" erzeugt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein Verfahren zur 
Erzeugung geeigneter Reaktions- und/oder Kultivierungsbedingungen 
nach Aufbringung von flussigen Medien beansprucht, in dem eine erfin- 
dungsgemaGe Vorrichtung benutzt wird. Bei den geeigneten Kultivie- 
rungsbedingungen kann es sich um geeignete Bedingungen fur Prolifra- 
tions- und/oder Differenzierungsassays fur eukaryotische Zellen han- 
deln. Bei den eukaryotischen Zellen handelt es sich insbesondere um 
menschliche oder tierische Zellen bzw. um Zellverbande, Gewebe, Or- 
ganoide Oder Organe, was in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form beansprucht wird. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei 
den menschlichen oder tierischen Zellen um Stammzellen, insbesondere 
um embryonale Stammzellen. Embryonale Stammzellen sind sogenann- 
te totipotente Zellen, d. h. sie konnen in alle Zelltypen differenzieren. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform aggregieren diese embryonalen 
Stammzellen nach Aufbringung zu embryoiden Korperchen. 

AbschlieBend kann es sich in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form bei den geeigneten Reaktionsbedingungen um Kristallisierungs- 
und/oder Rontgenstrukturanalysebedingungen handeln. Die erfindungs- 
gemaBe Vorrichtung kann genutzt werden, um z. B. Kristallisierungs- 
kammern in Tropfenform zu erzeugen. Nach Kristallisierung der Proteine 
kann so z. B. mit Hilfe von Rontgen-, Elektronen- oder Neutronenstrah- 
len die dreidimensionale Struktur der Proteine festgestellt werden. 

Weitere Einzelheiten und Merkmale der Erfindung ergeben sich aus der 
nachfolgenden Beschreibung der Darstellung von bevorzugten Ausfuh- 
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rungsformen der erfindungsgemaBen Vorrichtung und des Verfahrens in 
Verbindung mit den Unteranspruchen. Hierbei konnen die jeweiligen 
Merkmale fur sich alleine oder zu mehreren in Kombination rniteinander 
verwirklicht sein. 
5 In den Abbildungen zeigen: 

Auf- und Seitenansicht einer moglichen Ausgestaltung der 
Vorrichtung. 

Aufsicht auf eine Vorrichtung, in (A) unbeladenem bzw. (B) 
beladenem Zustand. 

Seitenansicht auf eine mit einer Flussigkeit beladenen Vor- 
richtung. 

Seitenansicht auf eine mit einer Flussigkeit beladenen Vor- 
richtung. 

Schragansicht der Unterseite der Vorrichtung. 

Aufsicht auf einzelne beladene Erhebungen. 

Aufsicht auf eine auf der Seite stehende (A) unbeladene, (B- 
D) beladene Vorrichtung. 

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung einer moglichen Ausgestal- 
tung der erfindungsgemaBen Vorrichtung (11). Die Vorrichtung (11) be- 
steht aus einem Tragermaterial (12) und einer Vielzahl an Erhebungen 
30 (13), mit im wesentlichen planarer oberer Begrenzungsflache. Weiterhin 
werden die scharfkantigen Begrenzungen (14) gezeigt. Die einzelnen 
(planaren) Erhebungen (13) sind voneinander jeweils 2 mm entfernt. Die 
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Abmessungen einer Erhebung betragen in Langsrichtung 5 mm und in 
Querrichtung 7,1 mm. Insgesamt sind in Langsrichtung 18 und in Quer- 
richtung 9 Erhebungen dargestellt. 

Fig. 1A zeigt eine Aufsicht und perspektivische Seitenansicht der Vor- 
richtung. Eine solche Vorrichtung kann z. B. aus einer Polystyrolplatte 
(ca. 4 mm x 130 mm x 130 mm) Oder einem Plexiglasblock hergestellt 
werden. Dabei werden mittels einer FrSse die dargestellten Erhebungen 
herausgefrast, wobei Linien von 2 mm Breite und 2 mm Tiefe aus der 
Platte bzw. aus dem Block herausgefrast werden. Je nachdem, welche 
Abmessungen die Vorrichtung haben soli, kann diese danach bearbeitet 
werden. So konnen Ausstulpungen der Polystyrolplatte als Haltegriffe 
dienen. Auch konnen z. B. die Ecken der Vorrichtung (11) abgerundet 
werden, wie in Fig. 1B dargestellt, so daB diese in ein RundgefaB mit 
entsprechendem Durchmesser eingesetzt werden kann. Ferner k6nnen 
auch StandfiiBe an der Vorrichtung angebracht werden, z. B. durch An- 
kleben, damit die Vorrichtung eine bessere Standfestigkeit hat. 

Fig. 2 zeigt eine Aufsicht auf eine erfindungsgema.Be Vorrichtung. Diese 
20 Vorrichtung ist wie bei Fig. 1 beschrieben hergestellt worden. Fig. 2A 
zeigt dabei eine in Nutzposition plazierte Platte im unbeladenem Zu- 
stand. Die Platte steht auf vier StandfuBen und befindet sich noch im 
mm unbeladenen Zustand. Fig. 2B zeigt die gleiche Platte, nachdem eine 
Kulturmediuml6sung aufgebracht wurde. Man erkennt deutlich die abge- 
25 rundeten, klaren Abgrenzungen der tropfenformig an jeder Erhebung 
anhaftenden Kulturmediumlosung an den Randern (Kanten) jeder Erhe- 
bung. Die Tropfen hangen in Blickrichtung nach unten. 

Fig. 3 zeigt in Seitenansicht die gleiche Platte wie in Fig. 2, nachdem sie 
30 mit einer Kulturmediumlosung beladen und in Nutzungsposition gebracht 
wurde. Zur besseren Illustration der sich nach Invertierung bildenden 
hangenden Tropfen ist die Vorrichtung auf eine Glasplatte aufgestellt 
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worden, so daB aufgrund der Spiegelung auch die Unterseite der Vor- 
richtung abgelichtet werden konnte. Fig. 3A zeigt die komplett beladene 
Vorrichtung, wahrend Fig. 3B und 3C verschiedene VergrdBerungen 
darstellen. 

5 

Fig. 4 zeigt erneut eine mit Kulturmedium beladene und in Nutzposition 
gebrachte Vorrichtung. Auch hierbei steht die Vorrichtung auf vier Stand- 
fGBen. Anders als in Fig. 3 ist in Fig. 4 ein nicht spiegelnder Untergrund 
gewahlt worden. Fig. 4A stellt dabei eine Seiten- und Fig. 4B eine schra- 
10 ge Seitenansicht dar. 

In Fig. 5 ist die Unterseite der Vorrichtung von schrag unten durch einen 
transparenten Untergrund abgelichtet worden. Man erkennt deutlich, wie 
schon in den Fig. 3 und 4, die herabhangenden Tropfen, die sich an je- 
15 der einzelnen (jetzt nach unten ragenden) Erhebung gebildet haben. Je- 
der einzelne dieser Tropfen wird dabei durch die scharfkantigen Abgren- 
zungen bzw. Kanten an den Randern jeder Erhebung stabilisiert. 

In Fig. 6 ist eine stark vergrSBerte Aufnahme einzelner, mit einem Kul- 
turmedium beladenen Erhebungen wiedergegeben. Die Vorrichtung liegt 
hierbei auf dem Rucken, d. h. die nicht dargestellten StandfuBchen zei- 
gen senkrecht nach oben. Diese Position wird gewahlt, um die auf der 
Vorrichtung liegenden Erhebungen von oben mit der Flussigkeit zu be- 
laden. Man erkennt in Fig. 6 deutlich die im wesentlichen rechteckige, an 
den Ecken abgerundete Form der aufgebrachten Tropfen. 

Fig. 7 zeigt eine angelehnte, auf der Seite stehende Vorrichtung. Die 
StandfuBchen der Platte stehen dabei in etwa horizontal zum Unter- 
grund, wahrend die Platte im wesentlichen vertikal zum Untergrund aus- 
30 gerichtet ist. In Fig. 7A ist die Vorrichtung im unbeladenen Zustand ab- 
gelichtet, wahrend die Fig. 7B bis 7D die gleiche Platte im beladenen 
Zustand in verschiedenen VergroBerungsstufen zeigt. So erkennt man 
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z. B. deutlich in Fig. 7C die bauchige Ausgestaltung der Tropfen. Die 
Stabilisierung der Tropfen durch die scharfkantigen Abgrenzungen der 
einzeinen Erhebungen verhindern ein AbreiBen des Tropfens. Diese 
Stabilisierung ist deutlich in Fig. 7B und 7D erkennbar. 
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Patentanspruche 



1. Vorrichtung zum Aufbringen von flussigen Medien, insbesondere 
von Kultur- und/oder Reaktionsmedien, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Vorrichtung mindestens eine aus einem hydrophoben Mate- 
rial bestehende Erhebung mit im wesentlichen planarer oberer Be- 
grenzungsflache aufweist, und diese planare Erhebung an der obe- 
ren planaren Begrenzungsflache mindestens eine, insbesondere 
zwei parallel zueinander angeordnete scharfkantige Begrenzungen, 
insbesondere Kanten, hat. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da!3 die 
Abmessung einer planaren Erhebung in einer ersten Richtung, vor- 
zugsweise in Langsrichtung zwischen 4 und 7 mm, vorzugsweise 
ca. 5 mm, betragt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Abmessung einer planaren Erhebung in einer zweiten Richtung, 
vorzugsweise in Querrichtung zwischen 5 und 9 mm, vorzugsweise 
ca. 7 mm, betragt. 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die planare Erhebung zwischen 1 und 5 mm, 
vorzugsweise ca. 2 mm, hoch ist. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung mindestens zwei, vorzugswei- 
se eine Vielzahl von planaren Erhebungen aufweist. 
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6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Anzahl der planaren Erhebungen in Langsrichtung mindestens 18 
und in Querrichtung mindestens 9 betragt. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Abstand zwischen zwei benachbarten planaren Erhebungen 
zwischen 0,5 und 4 mm, vorzugsweise zwischen 1 und 2 mm, ins- 
besondere ca. 2 mm, betragt. 

8. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die scharfkantige Begrenzung spitzwinklig 
ausgebildet ist. 

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie einen vorzugsweise rechteckformigen 
Grundkorper aufweist, an dem die planaren Erhebungen ausgebil- 
det sind. 

10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung mindestens teilweise, vor- 
zugsweise vollstandig aus mindestens einem transparentem Mate- 
rial besteht. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Material Polystyrol und/oder Plexiglas ist. 

12. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Abmessungen der Vorrichtung in einer er- 
sten Richtung, vorzugsweise in Langsrichtung zwischen 100 und 
150 mm, vorzugsweise ca. 130 mm, und in einer zweiten Richtung, 
vorzugsweise in Querrichtung zwischen 80 und 110 mm, vorzugs- 
weise ca. 90 mm, betragen. 
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13. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daf3 die Vorrichtung eine Gesamthohe zwischen 
10 und 30 mm, vorzugsweise unter 23 mm, aufweist. 

14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung mindestens einen, vorzugs- 
weise zwei Haltegriffe hat. 

15. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung mindestens eine, vorzugswei- 
se mehrere Standflachen, insbesondere StandfuBe, hat. 

16. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie stapelbar ausgebildet ist. 

17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, insbeson- 
dere nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 
zwei Vorrichtungen aneinander losbar befestigbar sind. 

18. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB je Erhebung zwischen 10 und 80 pi, vorzugs- 
weise 40 bis 50 pi, flussiges Medium aufbringbar ist. 

19. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung nach Aufbringen der flQssigen 
Medien urn mindestens 90°, vorzugsweise ca. 180°, drehbar ist. 

20. Verfahren zur Erzeugung geeigneter Reaktions- und/oder Kultivie- 
rungsbedingungen nach Aufbringung von flQssigen Medien, ge- 
kennzeichnet durch die Verwendung einer Vorrichtung mit minde- 
stens einem Merkmal eines der vorhergehenden AnsprQche 1 bis 
19. 
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21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
bei den Kultivierungsbedingungen um Proliferations- und/oder Diffe- 
renzierungsbedingungen fur eukaryotische Zellen, insbesondere 
menschliche oder tierische Zellen, handelt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
bei den menschlichen oder tierischen Zellen um Stammzellen, ins- 
besondere um embryonale Stammzellen, handelt. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die 
embryonalen Stammzellen nach Aufbringung auf die Vorrichtung zu 
embryoiden Korperchen differenzieren. 

24. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
bei den Reaktionsbedingungen um Kristallisierungs- und/oder 
Rontgenstrukturanalysebedingungen handelt. 
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Zusammenfassunq 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum Aufbringen von fliissigen 
Medien, insbesondere von Kultur- und/oder Reaktionsmedien sowie ein 
5 Verfahren zur Erzeugung geeigneter Reaktions- und/oder Kultivierungs- 
bedingungen. 
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